Wykorzystanie chromatografii gazowej oraz cieczowej w analizie wybranych parametrów fizjologiczno-biochemicznych roślin by unknown
Wykorzystanie chromatografii gazowej oraz 
cieczowej w analizie wybranych parametrów 
fizjologiczno-biochemicznych roślin
Sara Nawrocka
Koło N a u k o w e  „BIO-TECH"
P o z aw y d z ia łow y  Z a m i e j s c o w y  In s t y t u t  B io techno log i i  S tosowane j  i Nauk
P o ds t aw o w y c h
U n iw e r s y t e t  Rzeszowski
n a w r o c k a . n a w r o c k a @ g m a i l . c o m
Praca nap isana  pod o p ie k ą  dr  M ag da len y  Duda
Chromatografia gazowa oraz cieczowa z powodzeniem są wykorzystywane 
w analizie fizjologicznej oraz biochemicznej roślin. Wybór procedury 
badawczej i techniki rozdziału zależy od rodzaju badanego materiału 
roślinnego. Oba rodzaje omawianych w pracy technik dają szeroki 
wachlarz możliwości w aspekcie rozdzielania składowych mieszanin 
związków lotnych, stałych lub cieczy. Pozwala to na dokładniejsze 
poznanie ich budowy, a w konsekwencji możliwości przypisania im 
nowych, wcześniej niepoznanych właściwości.
W  pracy przedstawiono wybrane aspekty zastosowania chromatografii 
gazowej i cieczowej w analizie podstawowych parametrów fizjologiczno- 
biochemicznych wpływających na wzrost, rozwój i plonowanie roślin.
Wstęp
Charakteryzując procesy biochemicz­
ne, biofizyczne i fizjologiczne w rośli­
nach warto zwrócić uwagę 
na transpirację (proces biofizyczny), 
metabolizm komórkowy, w tym foto­
syntezę (procesy biochemiczne), cał­
kowitą ilość chlorofilu znajdującą się 
w nadziemnych częściach rośliny, po­
ziom kwasu askorbinowego oraz roz­
puszczalnych cukrów, przekładające 
się na wzrost i prawidłowe funkcjono­
wanie roślin. Dane literaturowe wska­
zują na zainteresowanie badaczy 
analizą procesów metabolicznych 
i komponentów w nie zaangażowa­
nych, a także gazów uczestniczących 
w przemianach fizjologicznych oraz fi-
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tohormonów [1, 3]. Co więcej ostatnie 
lata wskazują na intensywny rozwój 
metod analitycznych, które warunkują 
precyzyjną i kompleksową analizę ca­
łego spektrum związków występują­
cych w badanej matrycy. Dążenie 
do oznaczania największej liczby 
związków chemicznych na coraz niż­
szym poziomie stężeń w coraz bardziej 
złożonych matrycach i coraz krótszym 
czasie pociąga za sobą konieczność 
zoptymalizowania procedury badaw­
czej, także w kierunku jak najmniejszej 
ilości wykorzystywanego materiału 
badanego. Podstawą sukcesu oznacze­
nia ilościowego i jakościowego danego 
komponentu na niskim poziomie stę­
żeń są z całą pewnością metody pobie­
rania próbek oraz zastosowane techni­
ki analityczne [13, 14].
Najczęściej wykorzystywanymi meto­
dami instrumentalnymi są między in­
nymi techniki chromatograficzne, 
spektrofotometryczne i spektrome- 
tryczne (m.in. atomowa spektrometria 
absorpcyjna ASA) [1]. W pracy przed­
stawiono przykłady zastosowania 
chromatografii gazowej i cieczowej 
w wybranych obszarach analizy roślin. 
System chromatografii gazowej (GC) 
i cieczowej (LC) składa się z kilku pod­
stawowych elementów: układu dozo­
wania, termostatu, kolumny 
chromatograficznej, detektora
oraz rejestratora otrzymanych wyni­
ków. W GC wykorzystywany jest on do 
dokładnego oznaczenia ilościowego 
badanej substancji przy wykorzystaniu 
odpowiedniego gazu nośnego np. azo­
tu lub helu. Z kolei w LC, dzięki wyso­
kiemu wskaźnikowi czułości oraz 
niezawodności, służy przede wszyst­
kim do analiz metabolitów pochodze­
nia roślinnego [4]. Wszystkie rodzaje 
analiz chromatograficznych warunkują 
rozdzielenie poszczególnych składni­
ków próbki dzięki różnicom w ich wła­
ściwościach fizykochemicznych [5, 13, 
14]. Jak już wspomniano, chromato­
grafia gazowa oraz cieczowa łączą 
w sobie elementy niezbędne do analizy 
procesów fizjologicznych oraz bioche­
micznych przebiegających w roślinie. 
Sposób wykonania procedury zależy 
m.in. od rodzaju badanego materiału 
roślinnego, który zostaje poddany sze­
regowi procesów, od inaktywacji prób­
ki po ekstrakcję, w celu uwidocznienia 
związków chemicznych, które w na­
stępstwie zostają poddane analizom 
chromatograficznym [2].
W pracy omówiono wybrane aspekty 
chromatografii wykorzystywanej
w oznaczeniach ilościowych i jakościo­
wych komponentów zaangażowanych 
w przemiany fizjologiczno-biochemicz- 
ne w roślinach.
Przygotowanie próbek do analiz 
chromatograficznych
W pierwszej kolejności podczas prze­
prowadzania analiz należy pamiętać 
o określeniu problemu oraz potrzeb 
planowanych badań. Kolejnym etapem 
jest wybór metody, którą będziemy 
wykorzystywać. Dobierana ona zostaje 
w zależności od rodzaju próbki 
oraz zawartego w niej analitu. Następ­
nie dochodzi do pobrania analizowanej 
próbki, jej wstępnej obróbki oraz kon- 
dycjonowania. Właściwe analizy mogą 
być analizami jakościowymi oraz ilo­
ściowymi i wykonywane są odpowied­
nio w celu przeprowadzenia prób 
analogicznych w porównaniu z bada­
nym materiałem oraz przygotowania 
wzorców czystych, tj. bez analitu lub 
z jego znaną ilością. Po zakończeniu 
procedury analitycznej dochodzi
do sprawdzenia otrzymanych wyników, 
oceny problemu badawczego oraz we­
ryfikacji końcowych rezultatów 
(Rys. 1).
Uwzględniając występowanie substan­
cji na poziomie śladów lub ultraśladów, 
należy starannie zaplanować etap 
przygotowywania próbek do analizy, 
procedurę izolacji kluczowego skład­
nika/składników (w tym usunięcie 
składników interferujących) oraz 
wzbogacania. Właściwe przygotowanie
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tego etapu zapewni polepszenie wy­
krywalności składnika, selektywne od­
dzielenie analitów od innych 
składników próbki, czy wprowadzenie 
do układu chromatograficznego czy­
stej matrycy W celu ograniczenia strat 
analitu podczas przygotowywania pró­
bek stosuje się techniki, które łączą 
w sobie dwa lub więcej etapów w pro­
cedurze przygotowywania do analiz 
próbek, np. izolację i wzbogacanie 
próbki. Przykładem może być zastoso­
wanie do przygotowania próbek o cha­
rakterze ciekłym ekstrakcji w układzie 
ciecz-ciecz; ciecz-ciało stałe, techniki 
Quechers, czy mikroekstrakcji do fazy 
stałej [13, 15]. Klejdus i in. już w 
1999 roku wskazywali na efektywność 
zastosowania techniki HPLC poprze­
dzonej ekstrakcją do fazy stałej 
do oznaczania izoflawonoidów (da- 
idzeiny, genisteiny, biochaniny A i bio- 
chaniny B) wyizolowanych z koniczyny 
łąkowej [21]. Należy zwrócić uwagę,
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że związki analizowane przy użyciu GC 
muszą odznaczać się odpornością ter­
miczną i odpowiednią lotnością. Nie 
znaczy to, że związki trudnolotne 
i nielotne nie będą analizowane tą 
techniką, jednak ich oznaczanie musi 
poprzedzić derywatyzacja (w tym 
przypadku przeprowadzenie związku 
nielotnego w bardziej lotny). Koniecz­
ność derywatyzacji badanych związ­
ków skierował zainteresowania 
badaczy w kierunku chromatografii 
cieczowej [10]. Obok derywatyzacji 
do popularnych metod przygotowania 
próbki przed analizą z wykorzystaniem 
chromatografii gazowej należy także 
estryfikacja kwasów tłuszczowych 
(FAME), czy ekstrakcja z fazy gazowej 
(nadpowierzchniowej) [12].
Oznaczanie ilościowe związane jest 
z koniecznością wykorzystania wzorca 
(standardu) wewnętrznego, który do­
daje się do analizowanej próbki. Po­
zwala to na wyznaczenie odzysków, co 
ma szczególne znaczenie w analizie 
pozostałości pestycydów, czy metabo­
litów. Wzorcem wewnętrznym może 
być czysta forma komponentu, którego 
spodziewamy się w analizowanej 
próbce, jego izotopowe formy np. izo- 
flawonoidów, czy substancja o podob­
nej strukturze i właściwościach 
albo wręcz składnik niewystępujący 
w badanej próbce [11].
Chromatografia gazowa i przykłady 
jej zastosowania w analizie roślin
Chromatografia gazowa jest jedną 
z najczęściej stosowanych w praktyce 
laboratoryjnej metod, pozwalających 
na określenie ilościowego i jakościo­
wego składu mieszanin. Umożliwia
szybką i dokładną analizę złożonych 
mieszanin o charakterze gazów 
lub par, a w zasadzie substancji gazo­
wych, ciekłych i stałych, których tem­
peratura wrzenia lub sublimacji nie 
przekracza 350-400°C [3, 5]. Rozwój 
chromatografii gazowej datuje się 
na 1980 r., kiedy nastąpiło gwałtowne 
zainteresowanie dziedzinami nauk, ta­
kimi jak medycyna, farmacja, chemia, 
nauki środowiskowe oraz przemysł. 
Zasada metody opiera się na fizycznym 
rozdziale mieszanin na dwa zasadnicze 
elementy, z których jeden z nich jest 
fazą ruchomą, a drugi stałą (stacjo­
narną). Złożony proces chromatogra­
ficzny to cyklicznie powtarzane 
mechanizmy sorpcji oraz desorpcji, 
w trakcie których badany materiał 
przemieszcza się wzdłuż nieruchome­
go złoża znajdującego się w kolumnie 
chromatograficznej (Rys. 2). Rozdział 
następuje na podstawie zróżnicowanej 
odpowiedzi specyficznych substancji 
wchodzących w skład analizowanej 
mieszaniny na warunki rozdziału [5]. 
Chromatografia gazowa może być wy­
korzystywana do wnikliwych badań 
nad procesami fizjologicznymi 
oraz przemianami metabolicznymi ro­
ślin. Analizy metaboliczne muszą zo­
stać poprzedzone ekstrakcją, w celu 
uzyskania jak największej ilości mate­
riału poddawanego dalszym badaniom. 
Chromatografia gazowa najlepiej 
sprawdza się w badaniach lotnych me­
tabolitów wtórnych, mono- i seskwi- 
terpenów wchodzących w skład np. 
olejków eterycznych roślin, a także 
w analizach flawonoidów, prostych li­
pidów oraz alkaloidów. Jednymi z nie­
licznych związków, które nie mogą
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zostać poddane analizom chromato­
graficznym są glikozydy co jest spo­
wodowane ich dużą masą oraz niskim 
poziomem lotności. Niestety z uwagi 
na konieczność derywatyzacji, tj. pro­
ces postępowania podczas analizy 
chemicznej doprowadzający do otrzy­
mania pochodnej badanego związku 
o korzystniejszych parametrach, chro­
matografia gazowa jest rzadziej wyko­
rzystywana do wykrywania 
flawonoidów, związków występujących 
naturalnie w roślinach oraz pochod­
nych bezno-^-pironu (chromonu), 
w porównaniu do chromatografii cie­
czowej. Także w pracy badawczej Ma­
chowskiego [10] do analizy 
flawonoidów zastosowano wysoko- 
sprawną chromatografię cieczową 
HPLC, która według autora jest ko­
rzystniejsza z uwagi na obniżenie 
kosztów procedury badawczej 
oraz czasu analizy. Metoda derywaty- 
zacji została wskazana jako wymagana 
w analizie hormonów roślinnych,
np. IAA [26], kwasu abscysynowego
[27], czy brassinosteroidów [28]. 
Analiza olejków eterycznych pod ką­
tem ich składu ilościowego i jakościo­
wego daje najlepsze efekty przy 
wykorzystaniu chromatografii gazowej 
sprzężonej ze spektrometrią mas, po­
przedzonej właściwym przygotowa­
niem próbki - z zastosowaniem 
hydrodestylacji [22]. Co więcej, chro­
matografię gazową z detektorem 
płomieniowo-jonizacyjnym (FID) za­
stosowano do diagnozowania jakości 
olejów roślinnych. W tym celu określa­
no lotne związki będące produktami 
utleniania olejów roślinnych [23]. 
Fiehn i in. wskazali na możliwość wy­
korzystania GC-MS w analizie jako­
ściowej ekstraktów metanolowych 
uzyskanych z liści Arabidopsis thalia- 
na. W swoich badaniach wykryli ponad 
300 pików odpowiadających określo­
nym związkom, z czego zidentyfikowali 
tylko 30 aktywnych komponentów ro­
ślinnych, takich jak cukry (np. frukto­
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Rys 2. Schemat budowy chromatografu gazowego, opracowanie własne na podstawie danych 
producenta zamieszczonych na stronie internetowej https://www.thermofisher.com.
za, glukoza), aminokwasy (np. lizyna, 
alanina), kwas nikotynowy i innych 
podobnych substancji mających udo­
kumentowane znaczenie w procesach 
fizjologicznych roślin [29].
Chromatografia cieczowa i jej od­
miany w przemianach biochemicz­
nych i metabolizmie roślin
Chromatografia cieczowa (LC), podob­
nie jak gazowa, opiera się na fizycz­
nym rozdziale składników badanej 
mieszaniny dzięki dwóm niemieszają- 
cym się ze sobą fazom; ruchomej, czyli 
eluentu, oraz stacjonarnej, którą może 
być rozpuszczalnik odpowiednio dopa­
sowany do analizowanej mieszaniny. 
Odmianą LC jest HPLC - wysoko- 
sprawna chromatografia cieczowa, 
która została opracowana przez Ho- 
rvatha w latach 60-tych XX wieku 
i służy do badania czystości lub iden­
tyfikacji związków chemicznych [24]. 
Zasadniczą różnicą między dwiema 
pokrewnymi odmianami chromatogra­
fii jest ciśnienie zastosowane do prze­
pływu eluentu (faza ruchoma) przez 
kolumnę. Z reguły różnica ciśnień 
między LC a HPLC wynosi 100 atm. 
Zasada działania LC jest podobna 
do GC: próbka wstrzykiwana jest dzię­
ki otworowi wtryskowemu do fazy ru­
chomej, następnie dochodzi 
do dostarczenia fazy ruchomej na ko­
lumnę przez pompę wysokociśnienio­
wą, a końcowy etap to transfer 
do kolumny, gdzie następuje ostatecz­
ny rozdział [7]. Jedną z najważniej­
szych zalet chromatografii cieczowej 
jest możliwość oznaczania związków 
polarnych i wielkocząsteczkowych, 
związków nielotnych o masie atomo­
wej nawet do kilku tysięcy Daltonów, 
polimerów i związków nieorganicz­
nych. Ponadto analizowane są ciecze 
i ciała stałe, w tym związki łatwo ule­
gające rozkładowi termicznemu. Pod­
stawowym warunkiem zastosowania 
LC jest rozpuszczalność analitów 
[13,14], a w przypadku związków
0 podobnej polarności zastosowanie 
wysokosprawnej (HPLC) lub ultra- 
sprawnej (UHPLC) chromatografii cie­
czowej [13].
Chromatografia cieczowa znajduje za­
stosowanie w diagnostyce medycznej, 
farmacji, badaniach dotyczących bez­
pieczeństwa żywności, badaniach śro­
dowiskowych i podstawowych 
analizach biochemicznych materiału 
roślinnego, w tym do analizy metaboli­
tów roślinnych [13]. Analiza metabolo- 
mów tkanek roślinnych wymaga 
obróbki badanych tkanek, a biorąc pod 
uwagę występowanie kluczowych 
komponentów w niewielkich ilościach
1 obecność ściany komórkowej utrud­
niającej izolację wybranych składni­
ków i ich swobodną migrację 
do rozpuszczalnika, próbkę homogeni­
zuje się i poddaje działaniu ultradź­
więków. W materiale roślinnym obok 
wysoce polarnych związków (np. sole 
mineralne, witaminy B i C, monosa- 
charydy, krótkołańcuchowe amino­
kwasy) odnotowuje się związki 
niepolarne (tłuszcze i kwasy tłuszczo­
we, tokoferole, czy karotenoidy) [16]. 
Skowron i in. [16] opisali zastosowanie 
LC z detektorem MS do oznaczania 
ilościowego i jakościowego wybranych 
cytokinin (cis- i trans-zeatyny), ich ry- 
bozydów, kinetyny, rybozydu kinetyny 
i izopentenyladeniny w liściach roślin
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wyższych. Dane literaturowe potwier­
dzają wykorzystanie LC w analizie fi- 
tohormonów roślinnych - kwasu 
jasmonowego, kwasu salicylowego, czy 
kwasu abscysynowego [17-18]. Spo­
śród związków aktywnych w przemia­
nach biochemicznych i fizjologicznych 
roślin o aktywnościach przeciwutle- 
niających, owadobójczych i przeciw- 
bakteryjnych analizuje się flawonoidy 
i saponiny [10]. Pawłowski [19] pro­
wadząc badania nad analizą ziaren 
słonecznika, wykorzystał technikę LC­
MS/MS do identyfikacji białek, co po­
zwoliło na stworzenie odmian odpo­
wiednich do uprawy pod względem 
zawartości olejów i plonowania. Ta sa­
ma technika pozwoliła na identyfikację 
białek w nasionach rzepaku ozimego 
związanych ze szlakami metaboliczny­
mi [20]. Najczęściej analizowanymi 
związkami przy użyciu chromatografii 
cieczowej są prolina, gamma-amino 
maślan oraz poliaminy [8].
Z kolei Kucharski i Sadowski [9] 
w swoich badaniach wykazali zastoso­
wanie HPLC do analizy pozostałości 
herbicydów takich jak fenmedifam, 
desmedifan oraz lenacyl. Zastosowanie 
HPLC do analizy pozostałości pestycy­
dów (bezpośrednio związanych z plo­
nowaniem roślin) pozostawała długo 
w cieniu GC, ale ostatecznie zdolność 
oznaczania związków labilnych ter­
micznie, o niskiej lotności, czy możli­
wość zastosowania praktycznie 
nieograniczonej rozmaitości wypełnień 
kolumn przeważyła nad zastosowa­
niem chromatografii cieczowej 
do analizy składników występujących 
w żywności i pestycydów [24]. Dzisiaj 
z zastosowaniem HPLC i różnych de­
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tektorów analizuje się pestycydy 
z grupy syntetycznych pyretroidów, 
karbaminianów, pochodnych fenylo- 
mocznika, triazyn, pochodnych benzi- 
midazolu [25].
Podsumowanie
Istnieje wiele metod, które umożliwia­
ją precyzyjną identyfikację i określenie 
intensywności procesów biochemicz­
nych oraz zaangażowanych w nie 
składników/biokomponentów charak­
terystycznych dla roślin. Jednak 
to techniki chromatograficzne stały się 
nieodzownym elementem pracy labo­
ratorium środowiskowego, przyrodni­
czego, czy diagnostyki medycznej. 
Wykorzystywane są głównie pod ką­
tem oznaczeń analitycznych, lecz także 
coraz częściej preparatywnych 
lub procesowych. Ich głównym atutem 
jest zdolność do rozdzielania wielo­
składnikowych substancji posiadają­
cych takie same, lub bardzo podobne 
właściwości. Aktualny stan wiedzy po­
zwala na możliwie duże wykorzystanie 
potencjału chromatografii gazowej 
oraz cieczowej. Techniki chromatogra­
ficzne, dzięki szerokim możliwościom 
wykrywania analizowanej substancji 
oraz oznaczania jej nawet gdy wystę­
puje w minimalnych ilościach w obec­
ności szeregu innych nieoznaczonych 
substancji, stały się jedną z najbardziej 
rozpowszechnionych metod instru­
mentalnych w biotechnologii. Reasu­
mując, GC oraz HPLC najczęściej 
stosowane są do jakościowej oraz ilo­
ściowej analizy mieszanin związków 
organicznych i nieorganicznych; 
w procesach takich jak kontrola zanie­
czyszczeń środowiska lub kontrola
procesów przemysłowych. Ponadto są występujących w roślinach, pozwalając
nieodzownym elementem badań fizy- na śledzenie przebiegu procesów me-
kochemicznych oraz badań struktural- tabolicznych i ich wpływu na wzrost
nych związków organicznych i rozwój roślin.
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